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Diplomsko delo Afinitetni kromatografski nosilci za izolacijo protiteles je rezultat 
združevanja pomembnih znanstvenih objav iz področja raziskav in razvoja afinitetne 
kromatografije iz preteklih let. V prvem delu boste lahko spoznali zakaj so protitelesa, kot 
biološka zdravila, danes tako pomembna v medicini. Proces od gojenja celičnih kultur do 
končne učinkovine je precej dolga in zapletena. Sestavljena je iz kemijskih, biokemijskih, 
biotehnoloških procesov, ki so med seboj usklajeni tako, da pacientom zagotavljajo varna in 
kakovostna biološka zdravila. Eden od pomembnih procesov v proizvodnji je separacija 
molekul protiteles od preostalih substanc v celičnem supernatantu in en korak v tem procesu 
je izolacija protiteles z uporabo tehnike afinitetne kromatografije. Afinitetni ligandi igrajo 
ključno vlogo v samem kromatografskem procesu, ker imajo sposobnost specifične in 
selektivne vezave z molekulami protiteles. V nadaljevanju bodo predstavljeni nekateri 
pomembnejši imunoglobulinski vezavni proteini, na podlagi katerih so razvili prve afinitetne 
nosilce, ki se trenutno uporabljajo v biofarmaciji. Razvoj afinitetnih ligandov je nepogrešljiv 
člen v optimizaciji procesa izolacije protiteles in tako posredno vpliva na zmanjšanje cen 
bioloških zdravil na trgu. Začel se je že s pojavom rekombinantne tehnologije in prvih metod 
proteinskega inženiringa. Ob podpori naprednejših analitskih tehnik za študije proteinskih 
interakcij ter računalniških programov, pa je danes mogoče načrtovati umetne organske 
strukture, med katere sodijo tudi afinitetni ligandi. Bioprocesni inženirji vejo, da je na trgu 
več podjetji, ki razvija afinitetne kromatografske nosilce. Preden jih uporabijo v svojih 
podjetjih na industrijskem nivoju, morajo izvesti medsebojne primerjave nosilcev z namenom, 
da izberejo takega, ki bo za podjetje pomenil čim nižje stroške in čim večji profit, zato bo v 




Literatura o terapevtskih protitelesih zaobjema okoli dvesto tisoč objavljenih referenc. Danes 
je v klinični uporabi okoli petintrideset terapevtskih monoklonskih protiteles (mAbs). Več sto 
novih mAbs je v različnih fazah kliničnih raziskav. Na tisoče mAbs je trenutno v fazah 
raziskav za potencialne biofarmacevtske učinkovine. Na letni ravni je odkritih približno tristo 
novih mAbs. Novejše raziskave pa so usmerjene v razvoj fragmentov protiteles oziroma 
nanoteles (Rodrigo in sod., 2015). Imunoterapija se uporablja pri pacientih z različnimi 
bolezenskimi stanji, pri katerih gre za zmanjšano ali ukinjeno sposobnost sinteze protiteles. 
Lahko gre za popolno abstinenco več tipov protiteles ali samo za pomanjkanje podrazredov 
IgG (po navadi IgG2 ali IgG3). Lahko gre tudi za motnje, pri katerih so protitelesa prisotna v 
normalnih vrednostih, vendar s poslabšano kakovostjo, kar pomeni da nimajo sposobnosti 
odzivanja na antigene. Posledično ima taka oseba povečano pogostnost in težavnost okužb. V 
takih primerih intravenozne infuzije imunoglobulinov izboljšajo pasivno odpornost pacientom 
na okužbe, tako da se poveča  razmerje med kvantiteto in kvaliteto IgG. Terapija s protitelesi 
se uporablja za številna bolezenska stanja, ki vključujejo avtoimunske motnje (različne oblike 
raka, nevrološke bolezni, imunska trombocitopenija…), sekundarne imunopomankljivosti, ki 
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3 AFINITETNA TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA 
 
Po IUPAC-ovi definiciji lahko afinitetno kromatografijo opredelimo kot podskupino 
tekočinske kromatografije, pri kateri se izkorišča biološko specifično in reverzibilno 
interakcijo med analitom in ligandom, za izolacijo analita od ostalih spojin. Ta definicija v 
nekaterih primerih ne drži, ker interakcija ni v celoti biološoko specifična. (Subramanian, 
2012). Biološke interakcije med ligandom in tarčno molekulo so posledica elektrostatskih, 
hidrofobnih interakcij, van der Waalsovih sil in vodikovih vezi. Vsako biomolekulo, ki jo 
želimo izolirati ima prepoznavno mesto preko katerega se veže z neko naravno ali umetno 
molekulo. Poenostavljena procesna shema afinitetnega kromatografskega procesa je 
sestavljena iz petih korakov: aktivacije nosilcev, imobilizacije ligandov, adsorbcije, elucije in 
regeneracije afinitetnih nosilcev. V primeru, da enega od prepoznavnih partnerjev 
imobiliziramo na polimerni nosilec, lahko le-tega uporabimo za selektivno zajetje 
biomolekule. Vezano biomolekulo nato eluiramo iz kolone s spremembo kromatografskih 
pogojev kot so pH, ionska jakost, polarnost in temperatura. S tem povzročimo nestabilnost 
bioloških interakcij med biomolekulo in imobilizirano partnersko molekulo, kar povzroči 
elucijo biomolekule v očiščeni obliki (Bailon in sod., 2000). Afinitetno kromatografijo lahko 
torej izkoriščamo v bioprocesništvu ter tudi kot analitsko tehniko v kontroli kakovosti, 
kliničnih laboratorijih ali samostojnih raziskavah. Biomolekule očiščene z afinitetno 
kromatografijo so (Bailon in sod., 2000):  
 
1. protitelesa in antigeni, 
2. encimi in inhibitorji, 
3. regulatorni encimi, 
4. dehidrogenaze, 
5. transaminaze, 
6. hormon-vezavni proteini, 
7. vitamin-vezavni proteini, 
8. receptorji, 
9. lektini in glikoproteini, 
10. RNA in DNA (geni), 
11. bakterije, 
12. virusi in fagi, 
13. celice, 





Afinitetne podlage, matrice oziroma nosilci za stacionarno fazo so največkrat izdelane iz 
polimernih materialov. V glavnem se pri afinitetni kromatografiji uporabljajo polisaharidi, 
modificirani polisaharidi, silika gel in v manjši meri polistiren. Danes je najpogosteje v 
uporabi nosilec na osnovi agaroze. Idealni afinitetni nosilci za uspešno uporabo v afinitetni 
kromatografiji in za imobilizacijo proteinov ima naslednje lastnosti (Vijayalakshmi, 2002):  
 
1. netopnost,  
2. zadostna permeabilnost in velika specifična površina,  
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3. visoka rigidnost in ustrezna oblika delcev,  
4. ničta kapaciteta adsorbcije,  
5. kemijska reaktivnost, ki dovoljuje vnos afinitetnih ligandov,  
6. kemijska stabilnost,  
7. odpornost na mikrobne in encimatske napade in 




Afinitetni ligandi so bistvena komponenta stacionarne faze, ki z veliko specifičnostjo in 
selektivnostjo vežejo tarčne molekule, ki potujejo skozi kolono. Sestavljeni so lahko iz 
različnih vezavnih agensov. Zaradi njihove visoke selektivnosti lahko afinitetno 
kromatografijo uporabljamo za izolacijo, merjenje ali študijo specifičnih tarč, tudi kadar so le-
te prisotne v kompleksnih bioloških vzorcih (Hage in sod., 2012). Imobiliziran ligand v veliki 
meri določa izplen tarčnih molekul ter s tem uspešnost afinitetne kromatografske metode. 
Glavne zahteve biospecifičnih afinitetnih ligandov so:  
 
1. kovalentna vezava na kromatografski nosilec,  
2. specifična vezava s tarčno molekulo,  
3. reverzibilnost vezave liganda s tarčno molekulo.  
 
Hipotetično bi lahko vsako spojino uporabili kot ligand za očiščenje njenega recipročno 
vezavnega partnerja. Komponente pri katerih pride do bioloških interakcij in se običajno 
izkoriščajo pri afinitetni kromatografiji so (Affinity …, 2007): 
 
1. encim - substratni analog, inhibitor, kofaktor,  
2. protitelo - antigen, virus, celica,  
3. lektin  - polisaharid, glikoprotein, celični površinski receptor, celica,  
4. nukleinska kislina - komplementarno zaporedje baz, histoni, nukleinska kislinska 
polimeraza, vezavni protein nukleinskih kislin,  
5. hormon, vitamin - receptor, prenašalni protein, 
6. glutation - glutation-S-transferaza ali GST fuzijski proteini,  
7. kovinski ioni - poli (his) fuzijski proteini, nativni proteini z histidinskimi, cisteinskimi 
in/ali triptofanskimi ostanki na površini. 
 
3.3 DINAMIČNA IN STATIČNA VEZAVNA KAPACITETA 
 
Vezavna kapaciteta je eden od najpomembnejših parametrov, kadar izvajamo prenos operacij 
na večjo skalo. Na vezavno kapaciteto lahko vpliva hitrost pretoka skozi kolono, zaradi česar 
moramo razlikovati med statično in dinamično vezavno kapaciteto. Statično kapaciteto lahko 
izmerimo v šaržnem načinu z dodajanjem velikega presežka proteinov pri določenem 
volumnu pufrnega ionskega izmenjevalca in nato izmerimo količino proteina, ki je ostala 
raztopljena v tekoči fazi po vzpostavitvi ravnotežja. Statično kapaciteto nato izračunamo iz 
masnih bilanc, vendar za »scale-up« ni tako pomembna. Dinamično vezavno kapaciteto pa  
ugotovimo z uporabo prebojnih krivulj. Te pridobimo z injiciranjem raztopine proteina v 
kolono z ionskm izmenjevalcem pri določeni hitrosti pretoka, dokler nista vhodna in izhodna 
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koncentracija raztopine proteina enaki. Lokacija in naklon pridobljene krivulje se razlikujeta 
glede na ionski izmenjevalec. Izračun dinamične vezavne kapacitete se izmeri pri od 1 do 10 
% preboja. Temeljni parametri, ki vplivajo na dinamično vezavno kapaciteto pri določeni 
linearni hitrosti so velikost por sorbenta, velikost delcev sorbenta, fleksibilnost polimera in 
višina kolone (Vijayalakshmi, 2002). Na spodnji sliki vidimo poenostavljeno shemo poteka 
izolacije tarčne molekule z afinitento kromatografijo.  
 
Slika 1: Osnovni princip afinitetne kromatografije 
 
4 IMUNOGLOBULINSKI VEZAVNI PROTEINI 
 
Najstarejši afinitetni ligandi za izolacijo protiteles so proteinske molekule, ki v glavnem 
izvirajo iz kraljestva bakterij. Pravzaprav gre za imunoglobulinske Fc-vezavne proteine, ki se 
nahajajo na površini različnih vrst bakterij. Med njimi so najbolj poznane Staphylococcus 
auerus, bakterije iz skupine C in G streptokokv ter Peptostreptococcus magnus. Bakterije, ki 
izražajo Ig Fc-vezavne proteine detektiramo z različnimi metodami, pri katerih izkoriščamo 
njihovo sposobnost aglutinacije z eritrociti. Bakterijske Ig Fc-vezavne proteine lahko 
uvrstimo v šest funkcionalnih razredov (Boyle, 1990b).   
 
Preglednica 1: Funkcionalni razredi bakterijskih imunoglobulinskih Fc-vezavnih proteinov (Boyle, 1990b) 
 
Tip Vrsta Bakterije 
Tip I Staphylococcus aureus (protein A) 
Tip II Skupina A streptokokov 
Tip III Streptococcus equisimilus (skupina C) 
Streptococcus dysgalactiae (skupina C) 
Humana skupina G streptokokov 
Tip IV Goveja β-hemolitična skupina G streptokokov 
Tip V Streptococcus zooepidemicus (skupina C) 
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4.1 OSNOVE PROTEINA A 
 
Protein A so odkrili na površini celične stene po Gramu-pozitivne bakterije Staphylococcus 
aureus. Nekateri sevi lahko protein A izločajo v ekstracelularni prostor. Njegova biološka 
funkcija je v glavnem povečevanje patogenosti, saj jo izločajo skoraj vsi klinični izolati 
bakterije S. aureus (Starovasnik in sod., 1999). Gre za protein sestavljen iz štiriinpetedest 
aminokislinskih ostankov, z molekulsko maso okoli 42 kDa. Kodira ga gen SpA, ki ga 
regulirajo bodisi topologija DNA, celična ozmolarnost bodisi dvokomponentni sistem ArlS-
ArlR. Ima dokaj enostavno 3D strukturo, ki vsebuje deset α-vijačnic, enajst β-ploskev ter en 
zavoj. Sestavljen je iz sedmih funkcionalnih domen, začenši z amino terminalnim koncem: 
signalna sekvenca S, pet imunoglobulinskih vezavnih domen (E, D, A, B in C) ter vezavna 
domena za celično steno X (Kosugi in Yajima 2014). Zaradi velike specifične vezave z 
molekulami protiteles je protein A postal zanimiv za razvoj afinitetnih kromatografskih 
nosilcev, ki se uporabljajo za njihovo izolacijo. Vsaka od petih imunoglobulinskih vezavnih 
domen se lahko veže z Fc in Fab regijo. Fc-vezavno mesto se izkorišča tudi za označevanje 
protiteles. Afiniteta vezave je odvisna od več dejavnikov, kot so pH, tip seva bakterije S. 
aureus, razreda in podrazreda imunoglobulinov (Graille in sod., 2000). 
 
4.1.1 Razvoj in uporaba  
 
V začetkih uporabe afinitetnih ligandov na osnovi nativnega proteina A so bili izpleni 
protiteles precej slabi, saj so imeli taki nosilci majhno kemijsko stabilnost, majhno vezavno 
kapaciteto in visoke stroške za pridobivanje. Šele z razvojem rekombinantne tehnologije so 
nosilci na osnovi proteina A pridobili na pozornosti v zaključnih procesih. Danes je uporaba 
ostalih afinitetnih ligandov v proizvodnji monoklonskih protiteles postranskega pomena, saj 
se ocenjuje da stroški za afinitetne nosilce na osnovi proteina A na trgu presegajo 50 % 
(Müller in Vajda, 2016). Nedavno so se začele razvijati aplikacije proteina A za zdravljenje 
določenih oblik raka. Poleg vezave proteina A s protitelesi lahko le-ta aktivira sintezo 
poliklonalnih protiteles, zato lahko pričakujemo da se bo uporaba proteina A razširila tudi na 




Afinitetni nosilec na osnovi nativnega proteina A je prvič prišel na trg kot proizvod bivšega 
podjetja Pharmacia leta 1978  (Boyle, 1990). Industrijsko se ga proizvaja s fermentacijo 
bakterijskih kultur. Sprva so pridobivali nativni protein A z uporabo seva KowanI bakterije S. 
aureus, vendar je bilo potrebno protein ekstrahirati iz celične stene. Kasneje so odkrili 
alternativni sev, pri katerem se protein A izloča iz celic, kar je olajšalo izolacijo proteina 
(Hahn in sod., 2003). Danes se pogosteje proizvaja rekombinantni protein A z uporabo 
bakterij Escherichia coli in Bacillus subtilis, vendar je izkoristek dokaj nizek. Težava je v 
separaciji in zbiranju proteinov, ker večina tvori inkluzijska telesca ali pa pride do 
intracelularne degradacije. Bakterije iz rodu Brevibacillus so se izkazale kot učinkovit 
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4.2 OSNOVE PROTEINA G  
 
Protein G spada v skupino IgG Fc-vezavnih proteinov tipa III. Najpogosteje se nahaja na 
sevih bakterij Streptococcus equisimilus, Streptococcus dysgalactiae in v humanih izolatih 
skupine G. Gre za 35 kDa receptorski protein, ki ga najdemo na zunanji strani celične stene. 
Sekundarna struktura vključuje dve α-vijačnici, osem β-ploskev in tri zavoje. Protein G ima 
visoko afiniteto do imunoglobulinov razreda G ter tudi do albumina in α2-makroglobulina 
(Boyle 1990). Karboksilna terminalna domena proteina je odgovorna za vezavo z IgG, 
aminska terminalna domena pa za vezavo s humanim serumskim albuminom. Glede na to, da 
je α2-makroglobulin plazemski proteinazni inhibitor, lahko domnevamo da ima protein G 
pomembno biološko funkcijo pri patogenezi (Sjöbring in sod., 1990). Jha in sod. (2014) 
domnevajo, da protein G preko vezave z gostiteljevim IgG olajša bakteriji izogibanje 
imunskemu odzivu.  
 
4.2.1 Razvoj in uporaba 
 
V primerjavi s proteinom A ima protein G večjo IgG-vezavno kapaciteto, vendar se ne veže z 
imunoglobulini razreda M, D ali A. Rekombinantni protein G ima visoko afiniteto in 
stabilnost, zato se lahko uporabi tudi namesto sekundarnih protiteles na področju 
imunokemijskih testov (Zhang in sod., 2015). Pri izolaciji protiteles se največkrat uporablja 
tehnologija proteina G na podlagi iz premrežene agaroze, ker se tako veže s širšim naborom 
IgG iz evkariontskih vrst in z več IgG podrazredi. Afiniteta vezave je odvisna od izvora in 
podrazreda imunoglobulina. Dinamična vezavna kapaciteta pa je odvisna od afinitete ter 
drugih dejavnikov, kot je hitrost toka pri aplikaciji vzorca. Pri veliko protitelesih pride tudi do 




Fermentacijska tehnologija visoke gostote z uporabo bakterije E. coli se široko uporablja za 
proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Zhang in sod. (2015) na ta način proizvajajo protein G 
pri nadzorovanem dohranjevanju ter dodajanju stimulatorja izopropil β-D-1 
tiogalaktopiranozida. Med izolacijo protiteles je glavni vir kontaminacije albumin, zato so 
proteinu G odstranili dotično vezavno mesto. Za enostavnejšo izolacijo so na C terminalnem 
koncu proteina dodali tudi rep iz šestih histidinskih ostankov. Polega že znanih dejavnikov, ki 
vplivajo na rast bakterij in izražanje proteinov je v konkretnem primeru pomembna tudi 
velika količina ocetne kisline. Ta problem so rešili z odstranitvijo genov povezanih s sintezo 
ocetne kisline. Vsi dejavniki v procesu proizvodnje imajo neposreden vpliv na dostopnost in 
aplikacijo proteina G.   
 
4.3 OSNOVE PROTEINA L 
 
Na Oddelku za medicinsko mikrobiologijo, na univerzi v Lundu so v 90. letih 20. stoletja 
vsako leto izolirali okoli dvesto tisoč kliničnih bakterijskih sevov. Med sistematičnim 
pregledovanjem velikega števila anaerobnih bakterijskih sevov so odkrili sev bakterije 
Peptostreptococcus magnus, ki se veže s človeškimi poliklonalnimi IgG. V nadaljnjih 
eksperimentih so dognali, da se ta sev veže z večino IgG, IgM in IgA in sicer preko 
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interakcije z lahkimi verigami imunoglobulinov. Protein L, kot so ga poimenovali, je hitro 
postal zanimiv za razvoj afinitetnih ligandov na področju kromatografije in kliničnih 
imunokemijskih testov.  Molekulska masa proteina L je okoli 76 oziroma 95 kDa. Za razliko 
od proteina A in proteina G, je biološka funkcija proteina L še manj raziskana. Glede na to, da 
so bakterije iz rodu Peptostreptococcus del naravne človeške mikroflore, težje domnevamo da 
protein L prispeva k patogenosti bakterij (Boyle, 1990). Vseeno je znano, da protein L 
stimulira sproščanje histamina iz bazofilcev in mastocit, kar bi lahko bil mehanizem 
virulence.  Gen za protein L vsebuje pet komponent od katerih je najpomembnejša regija iz 
petih homolognih »B« ponovitev in je odgovorna za interakcijo z imunoglobulinskimi 
lahkimi verigami (Kastern in sod., 1988).  
 
4.3.1 Razvoj in uporaba 
 
Poglavitna aplikacija proteina L je izolacija protiteles iz ascitov in supernatantov celičnih 
kultur. Protein L ne interferira z epitopom protitelesa, zaradi česar je uporaben tudi za 
imunoprecipitacijske teste. Rekombinantni protein L se uporablja tudi kot osnovo za pripravo 




V podjetju MicroProtein Technologies proizvajajo rekombinantni protein L (tudi protein A in 
protein G) z uporabo ekspresijskega sistema bakterije E. coli. Uporabljajo patentirano 
tehnologijo pripravljalnih procesov, »MPTxpress« z inovacijskimi izolacijskimi metodami. 
Njihov rekombinantni protein L je neglikoziliran polipeptid z molekulsko maso 41 kDA, 
sestavljen iz petih IgG vezavnih regij. Odstranili pa so določene regije za vezavo s celično 
steno, celično membrano in albuminom, s čimer zagotavljajo maksimalno specifičnost za IgG 
(ProteinL …, 2017).  
 
4.4 OSNOVE PROTEINA A/G  
 
Eliasson in sod. (1987) v svojem članku opisujejo izdelavo himernega IgG Fc-vezavnega 
proteina iz proteina A in proteina G. S tehniko fuzije genov so konstruirali gen za Fc-vezavni 
protein, ki vsebuje IgG-vezavne domene iz SpA in SpG. Rekombinatno DNA so izrazili v 
bakteriji E. coli. Z imunodifuzijskimi testi so primerjali vezavne lastnosti proteina A, proteina 
G in himernega proteina A/G. Slednji je imel več prednosti. Vezavni spekter proti 
poliklonskim imunoglobulinom iz različnih vrst je širši v primerjavi s proteinom A in 
proteinom G. Posamezni podrazredi mišjih monoklonskih protiteles se z večjo afiniteto vežejo 
s himernim proteinom. Polega tega afiniteta vezave tega proteina ni več tako odvisna od pH. 
Navsezadnje pa ima himerni protein tudi povečano valenco vezavnih mest, kar pomembno 
vpliva na produktivnost pri afinitetni kromatografiji. Danes se rekombinantni protein A/G 
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Preglednica 2: Primerjava vezavnih profilov proteina A, G, A/G in L 
Vrsta Razred protitelesa Protein A Protein G Protein A/G Protein L 
Človek Skupni IgG S S S S 
IgG1, IgG2 S S S S 
IgG3 W S S S 
IgG4 S S S S 
IgM W NB W S 
IgD NB NB NB S 
IgA W NB W S 
IgA1, IgA2 W NB W S 
IgE M NB M S 
Fab W W W S 
ScFv W NB W S 
Miš Skupni IgG S S S S 
IgM NB NB NB S 
IgG1 W M M S 
IgG2a, IgG2b, IgG3 S S S S 
Podgana Skupni IgG W M M S 
IgG1 W M M S 
IgG2a NB S S S 
IgG2b NB W W S 
IgG2c S S S S 
Krava Skupni IgG W S S NB 
IgG1 W S S NB 
IgG2 S S S NB 
Koza Skupni IgG W S S NB 
IgG1 W S S NB 
IgG2 S S S NB 
Ovca Skupni IgG W S S NB 
IgG1 W S S NB 
IgG2 S S S NB 
Konj Skupni IgG W S S - 
IgG(ab), IgG(c) W NB W - 
IgG(T) NB S S - 
Zajec Skupni IgG S S S W 
M. prašiček Skupni IgG S W S - 
Hrček Skupni IgG M M M S 
Prašič Skupni IgG S W S S 
Osel Skupni IgG M S S - 
Mačka Skupni IgG S W S - 
Pes Skupni IgG S W S - 
Opica  Skupni IgG S S S - 
Piščanec Skupni IgY NB NB NB NB 
W = šibka afiniteta, M = srednja finiteta, S = močna afiniteta, NB = ni vezave, - = ni podatka 
 
5 RAZVOJ AFINITETNIH LIGANDOV  
 
Prvi afinitetni ligandi so se razvili iz proteinov mikroorganizmov. Ti tipi ligandov imajo še 
vedno najvišjo afiniteto in specifičnost za svoje tarčne molekule. Prva faza raziskav na tem 
področju je zajemala čiščenje in imobilizacijo samih bioloških molekul, nato iskanje 
ustreznega nosilca za imobilizacijo ter čiščenje tarčne molekule v novo nastali koloni. 
Kasneje se je začel razvoj alternativnih naravnih protiteles, kot so »camelid single-domain 
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antibodies«, ki so precej robustnejši ter razvoj majhnih alternativnih protiteles na osnovi 
»protein scaffolds«, kot so Affibodies®, Adnectins® in Avimers®. Zadnji so trenutno 
namenjeni predvsem terapevtski rabi, vendar lahko v prihodnosti pričakujemo razširitev na 
področje kromatografskih ligandov. Prav tako je pomemben razvoj sintetičnih ali 
pseudobiospecifičnih ligandov. Gre za majhne molekule, ki imajo določene prednosti v 
primerjavi z naravnimi biološkimi ligandi in jih lahko razdelimo v dve skupini: 
nebiomimetski in biomimetski ligandi. Nebiomimetski ligandi vključujejo imobilizirane 
kovine, hidrofobne in tiofilne ligande, histidin in druge. Biomimetski ligandi so sintetski 
ligandi, ki upodabljajo lastnosti bioloških ligandov, njihova sinteza pa temelji na tehnikah 
kombinatorne sintezne kemije (Subramanian, 2012). Veliko število naravnih proteinov izraža 
afiniteto in specifičnost za imunoglobuline, vendar kljub edinstvenim vezavnim lastnostim ne 
zadoščajo specifičnim potrebam. Konstantnemu napredku v tehnologiji pripravljalnih 
procesov in s tem povečavanju titrov protiteles v celičnih kulturah, stalno sledi zahteva po 
optimizaciji afinitetnih kromatografskih procesov. Novi sintetični afinitetni ligandi imajo 
izboljšane lastnosti, kot so kemijska in fizikalna stabilnost ter bistveno večja dinamična 
vezavna kapaciteta. Z njimi se lahko izognemo slabostim naravnih imunoglobulinskih Fc-
vezavnih proteinov, preko vgrajene odpornosti na kemijsko in biokemijsko razgradnjo ter in 
situ sterilizacijo (Zachariou, 2008). Z razvojem kombinatornega proteinskega inženirstva in 
selekcijskih tehnik, je postalo mogoče sintetizirati umetne afinitetne proteine z želenimi 
lastnostmi.  Pojav afinitetnih ligandov na osnovi »scaffold proteins« je nadaljnji korak v 
razvoju afinitetnih nosilcev. Ti «scaffold proteins« so največkrat izbrani zaradi svoje 
stabilnosti, enostavnosti inženirstva ter nizkih stroškov rekombinantne proizvodnje z 
bakterijami. Težava nestabilnih ligandov je tudi njihovo izluževanje iz kolon, kar povzroča 
težave v zaključnih procesih ter poveča proizvodne stroške (Mouratou in sod., 2015). 
 
5.1 RAZVOJ BIOMIMETIKOV 
 
Pregledovanje peptidnih knjižnic ima pomembno vlogo pri identifikaciji in karakterizaciji 
interakcij med ligandom in tarčno molekulo. S to metodo so sintetizirali ogromno 
imunoglobulinskih specifičnih ligandov, s katerimi je bilo mogoče izolirati IgG iz 
neobdelanih virov. Najboljši primer biomimetika je multimerni peptid ((Arg-Thr-Tyr)4-Lys2-
Lys-Gly) imenovan PAM (ang. protein A mimetic), ki je pridobljen s pomočjo tetramerne 
peptidne knjižnice na trdni podlagi. Gre za peptidno molekulo z vezavnimi lastnostmi 
naravnega proteina A, ki je specifična za fragment Fc. S tem ligandom je mogoče izolirati 
protitelesa iz neobdelanih serumov s 95 % čistoto. Prav tako je odporen na CIP in SIP 
tretiranja. Nadaljnje študije so pokazale, da lahko s tem peptidom očistimo IgA iz 
supernatanta celičnih kultur, IgE iz mišjih ascitov ter IgY iz rumenjaka piščancev. Majhni 
linearni peptidi imajo manjšo strukturno rigidnost, ki slabše zagotavlja selektivno prepoznavo 
tarčnih proteinov. Zaradi tega se je sinteza usmerila v ciklične peptide, ki so odporni na 
encimsko razgradnjo in so bolj stabilni v primerjavi z linearno obliko. Kljub določenim 
prednostnim sintetičnih afinitetnih peptidov, le-ti vsebujejo peptidne vezi, ki so cepljive in 
podvržene encimski in kemijski razgradnji. Strategija izboljšanja kemijske in biološke 
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5.2 RAZVOJ »DE NOVO« LIGANDOV 
 
Pristopi racionalnega načrtovanja, kombinatorne kemije in HTS (ang. high-throughput 
screening) so prispevali k razvoju novega razreda biomimetskih ligandov. Uspešno in 
racionalno sintetiziranje takšnih ligandov združuje znanja strukturne analize, vključujoč X-
žarčno kristalografijo in NMR študije proteinskih struktur, definirane organske kemijske 
sinteze in naprednih računalniških orodij (algoritmov in programov za modeliranje). S to 
metodologijo je mogoče močno vplivati na povečanje stabilnosti, afinitete in specifičnosti, kar 
je ključno za učinkovit afinitetni ligand. Splošna raziskovalna strategija za načrtovanje 
obstojnih, visoko stabilnih in selektivnih afinitetnih ligandov je sestavljena iz petih delov 
(Subramanian, 2012): 
 
1. identifikacija tarčnega mesta in načrtovanje komplementarnega liganda na osnovi X-
žarčne kristalografične študije med naravnim tarčnim proteinom in biološkim 
ligandom, 
2. sinteza na trdni podlagi in ovrednotenje načrtno pristranske kombinatorne knjižnice 
relevantnih ligandov,  
3. pregledovanje knjižnice ligandov za vezavo s tarčnim proteinom z afinitetno 
kromatografijo,  
4. selekcija in karakterizacija vodilnega liganda, ki je prav tako podprt z in silico 
molekularnim modeliranjem ter ima konstanto disociacije v območju od 10-3 do 10-8 
M, 
5. optimizacija nosilca in kromatografskih parametrov za čiščenje tarčnega proteina. 
 
5.2.1 Umetni protein L  
 
Umetni protein L so sintetizirali po konceptu imenovanem »de novo designed biomimetics«. 
Glavno orodje pri uporabi tega koncepta je kombinatorna sintezna kemija na trdni podlagi. S 
pomočjo računalniške analize najprej identificiramo mesta interakcije med nativnim 
proteinom L in imunoglobulinsko molekulo. Temu sledi sinteza kombinatorne knjižnice na 
trdni podlagi, v kateri pridobimo ogromno število potencialnih molekul s povečano afiniteto 
za izbran imunoglobulin. Potem sledi selekcija kandidatov s tehniko FITC ali preparativno 
afinitetno kromatografijo in na izbranih kandidatih še karakterizacija interakcij med 
sintetičnim ligandom in imunoglobulinom s pomočjo zahtevnejših analitskih tehnik (MS, 
NMR). V konkretnem primeru so določeni aminokislinski ostanki uporabljeni kot temelj za 
načrtovanje analognih spojin. Vse analogne spojine imajo amino terminalno skupino, ki 
reagira s cianurnim kloridom. Njihove strukture so ekvivalentne stranskim verigam 
aminokislinskih ostankov, ki jih oponašajo. »Amine 4 (m-xylylenediamine)« upodablja 
lizinsko stransko verigo, preko CH2NH2 terminalne skupine z dodanim aromatskim obročem. 
Prav tako spojina »8 (4-amino-benzamide)« upodablja glutaminski in asparaginski ostanek 
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5.3 AFINITETNI LIGANDI NA OSNOVI »SCAFFOLD PROTEINS«   
 
Napredki na področju molekularne biologije in proteinskega inženirstva vodijo v pojav novih 
razredov t.i. »po-meri« sintetiziranih afinitetnih proteinov. »Scaffold protein« kot osnova za 
afinitetni ligand je izbran na podlagi naslednjih lastnosti:  
 
1. majhna velikost (< 20 kDa),  
2. samo 1 polipeptidna veriga,  
3. visoka stabilnost (temperaturna, kemijska),  
4. visoka rekombinantost,  
5. dobra topnost.  
 
Z naključnim izbiranjem določenih ostankov na površini »scaffold protein«, dobimo in vitro 
ogromne knjižnice variant s potencialno drugačnimi specifičnostmi. Nato s selekcijskimi 
tehnikami, kot je predstavitev na ribosomu ali predstavitev na fagu iz nabora izoliramo 
variante, s specifikami za določeno tarčno molekulo. S tem pristopom je mogoče pripraviti 




Domena Z stafilokoknega proteina A je najpogosteje uporabljena kot »scaffold« in 
predstavlja molekularno osnovo za »Affibodies«. Gre za strukturni derivat imunoglubulinske 
vezavne domene B proteina A. Kmalu po odkritju proteina A so z uporabo usmerjene 
mutageneze domeno B spremenili v termokemijsko stabilno domeno Z. Že leta 1995 so 
sintetizirali prvo knjižnico »Affibodies« z randomizacijo trinajstih topno-dostopnih ostankov 
v heliksih 1 in 2, vključno z mnogo kritičnimi prepoznavnimi mesti za IgG. V začetkih so za 
identifikacijo potencialnih kandidatnih molekul, ki se vežejo z IgG uporabljali selekcijsko 
tehniko predstavitev na fagu, kasneje pa predstavitev na ribosomu. Identificirali so afinitetne 
proteine s konstantami disociacije v nanomolarnem in pikomolarnem območju. Proizvodnja 
takih peptidnih molekul zahteva proces denaturacije in renaturacije, pri čemer so na podlagi 
identifikacije struktur v kompleksu s tarčo pokazali, da se tri vijačna struktura ohranja 




Nekatere biotehnološke aplikacije potrebujejo afinitetne proteine z odpornostjo na ekstremne 
pogoje. Ekstremofilne arheje so mikroorganizmi, ki so razvili orožarno proteinov odpornih na 
neobičajne pogoje rasti, kot so ekstremni pH, temperatura, ionska jakost ali tlak. Arheje iz 
rodu Sulfolobus, Acidianus in Metallospharea imajo proteine iz t.i. družine »7 kDa DNA 
binder«, za katere ni znanih mezofilnih ekvivalentov. Biološka funkcija teh kromatinu 
podobnim proteinov je zaščita genomske DNA pred razpadom, zaradi visokih temperatur 
rasti. Sac7d in Sso7d sta peptidni molekuli z enostavno molekularno strukturo (ena 
polipeptidna veriga brez cisteina) in dvajsetkrat manjši od protiteles (7 proti 150 kDa). S 
podobnimi pristopi kot v primeru domene Z proteina A, so razvili novo generacijo afinitetnih 
ligandov imenovanih »Affitins«. Konstanta disociacije pri vezavi med »Affitin« in molekulo 
IgG je v nanomolarnem območju. »Affitins« je mogoče proizvajati rekombinantno z bakterijo 
E. coli z izkoristkom do 200 mg/l. Afinitetni ligandi izpeljani iz peptidnih molekul Sac7d in 
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Sso7d so odporni na visoko temperaturo in sicer od 89,6 °C do 102,8 °C ter na ekstremne pH 




Gre za sintetske vezavne proteine, ki temeljijo na strukturi domene fibronektina tipa III (Fn3). 
Fibronektin je velik protein s pomembno funkcijo pri formiranju ekstracelularnega matriksa 
in celičnih interakcij. Fn3 je vseprisotna domena, ki se pojavlja v 2 % proteinov vseh živali in 
ena redkih molekul iz imunoglobolinske superdružine, ki nima disulfidnih vezi, zaradi česar 
tudi prekomerno izražanje v bakteriji E. coli zagotavlja pravilno zvite proteinske molekule 
(Koide in sod., 1998). V svojem članku Hackel in Wittrup (2010) opisujeta načrtovanje 
imunoglobulinskega vezavnega proteina na osnovi Fn3, kar sta dosegla z uporabo široko 
diverzitetnih kombinatornih knjižnic. Identificirala sta afinitetni ligand gI2.5.3T881 z 
bistveno povečano afiniteto za kozje, goveje in mišje IgG ter povečano temperaturno 
stabilnostjo (temperatura denaturacije je pri 63,9 °C).  
 
 
Slika 2: strukture molekularnih skeletov (z zeleno) za razvoj ligandov. A – sintetična domena Z na osnovi 
domene B stafilokoknega proteina A za razvoj »Affibodies«. B – Sac7d protein iz arheje Sulfolobus 
acidocaladarius za razvoj »Affitins«. C – »DARP-in«.  
 
Z uporabo »scaffold proteins« vstopamo v novo generacijo umetnih ligandov s specifičnostjo 
in afiniteto za Ig. Večina teh ligandov vsebuje prednostne lastnosti njihovih izvornih molekul. 
Ti ligandi so trenutno slabše okarakterizirani v primerjavi s proteinom A ali proteinom G. 
Računalniški pristopi za načrtovanje umetnih afinitetnih ligandov z vnaprej določenimi 
lastnostmi so obetavni zaradi uporabe programskih orodji, ki to omogočajo in vedno večjih 
zmogljivosti računalniških sistemov.  
 
6 NADALJNJI RAZVOJ 
 
Dutta in sod. (2016) so mnenja, da je afinitetna kromatografija na osnovi proteina A visoko 
robustna tehnologija, ki zagotavlja visok izplen in čistoto mAbs neposredno iz bistre tekočine 
celičnega supernatanta, brez predhodne obdelave pH ali ionske jakosti. Kljub široki uporabi 
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ima ta tehnologija mnogo signifikantnih slabosti. Te so visoke cene nosilcev, nizka 
produktivnost, zaradi šaržnih procesov, potreba po velikih kolonah iz nerjavečega jekla in 
težavno ter časovno potratno čiščenje kromatografskih kolon. Poleg tega so se v zadnjih 
desetih letih bistveno povečali titri mAb, kar je povzročilo premik ozkega grla proizvodnje na 
zaključne procese in težnjo po inovacijah in razvoju kontinuirnih tehnologij izolacije. V svoji 
študiji ugotavljajo, da za zajetje mAbs z uporabo kontinuirne protitočne tangencialne 
kromatografije dosegajo večje izplene, ne glede na proizvajalce ali titre protiteles.  
 
Za industrijsko proizvodnjo monoklonskih protiteles so afinitetne kromatografske metode 
(protein A) trenutno zlati standard. Glede na razvoj sintetičnih afinitetnih ligandov, ki 
nadomeščajo biološke ligande ter izboljšanih afinitetnih pristopov čiščenja, kot je »expanded-
bed« afinitetna kromatografija, kontinuirna obročna kromatografija, monolitska 
kromatografija in SwellGel metode, lahko v prihodnosti pričakujemo upad v uporabi proteina 
A. Poleg tega so v razvoju nekromatografske metode za izolacijo biomolekul, kot je afinitetna 
precipitacija, membranska filtracija, magnetna separacija, vodni dvofazni sistemi in 
preparativna elektroforeza (Subramanian, 2012). 
 
6.1 POLYBATICS LTD 
 
Nedavvno odkrit pristop za povečanje vezavne kapacitete proteina A so razvili v podjetju 
Polybatics Ltd na Novi Zelandiji. Razvili so nosilce na osnovi proteina A, ki so že vezani na 
poliesterske kroglice. Bakterijo E. coli so uspešno zasnovali za proizvajanje granul, na katerih 
je vezanih več kopij Ig-vezavne domene Z proteina A. Ta tehnologija izkorišča proces sinteze 
naravnih granul za skladiščenje poliestrov v bakteriji za proizvodnjo kroglic prekritih z 
ligandi. Specifična IgG vezavna funkcionalnost »PolyBind-Z« kroglic je 100 mg/g izsušenih 
kroglic. To predstavlja najmanj dvakrat večjo vezavno kapaciteto od ostalih komercialnih 
nosilcev na osnovi proteina A. Prednost te tehnologije je tudi homogena funkcionalna 
orientacija ligandov. Podjetje Polybatics predlaga enkratno uporabo teh nosilcev, kar naj bi 
zmanjšalo stroške zaključnih procesov. Niso še testirali kakšna bi bila DBC, če bi kroglice 
imobilizirali na neko podlago. Prav tako težavo predstavlja pretirano stiskanje kroglic, v 
primeru imobilizacije v koloni. Ta material zaenkrat še ni skladen s predpisi dobre proizvodne 
prakse. Kroglice bi bile idealne za procesne sisteme brez kolon kot je na primer »fluidized 
beds« ali za kontinuirno protitočno tangencialno kromatografijo (Plassmeyer in sod., 2011).   
 
7 PRIMERJAVA AFINITETNIH NOSILCEV NA OSNOVI PROTEINA A  
 
Na trgu se pojavlja veliko število podjetji, ki se ukvarjajo z razvojem afinitetnih 
kromatografskih nosilcev. Nemogoče je strnjeno predstaviti vse njihove produkte ter 
prednosti in slabosti le-teh. Bistvo primerjave podjetji je razumeti pomembne parametre 
proizvodov, na podlagi katerih izberemo določen produkt. Bioprocesni inženirji delajo z 
velikimi kromatografskimi kolonami, medtem ko laboratorijski analitiki in raziskovalci delajo 
z majhnimi. Pomembno je preučiti vse prednosti in slabosti tehnologij, ki so nam na voljo. 
Navsezadnje je produktivnost nekega biofarmacevtskega podjetja odvisna tudi od opreme, ki 
jo uporablja. Ključna podjetja na trgu s komercialno dostopnimi afinitetnimi nosilci so 
(Affinity chromatography reagents …, 2017): 
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1. Thermo Fisher Scientific, Inc.,  
2. G.E. Healthcare,  
3. Waters Corporation,  
4. Tosoh Corporation,  
5. EMD/Merck Millipore,  
6. Phenomenex, Inc.,  
7. Sigma-Aldrich Corporation,  
8. Bio-Rad Laboratories,  
9. Pall Corporation,  
10. Life Technologies,  
11. VWR International LLC.,  
12. Agilent Technologies, 
13. W.R. Grace & Co.,  
14. Becton Dickinson & Co,  
15. Regis Technologies in  
16. Helena Laboratories.  
 
Hahn in sod. (2003) v svojem članku primerjajo petnajst komercialno dostopnih afinitetnih 
medijev na osnovi proteina A. V raziskavi so preučili pomembnejše parametre kot so 
konstanta ravnotežja, dinamična vezavna kapaciteta, prebojne krivulje. Za tarčne molekule so 
si izbrali humana poliklonska IgG. Poskus so začeli z imobilizacijo 0,5 ml vzorca afinitetnega 
medija v HR 5 kolono sklopljeno z FPLC (ang. fast protein liquid chromatography) sistemom. 
Na podlagi več testiranj so prišli do naslednjih zaključkov. »MabSelect« je imel najvišjo DBC 
pri pretoku 50 in 100 cm/h, pri zadrževalnem času večjim od 1,5 minute. Pri višjih pretokih 
pa je imel »Poros 50 A« signifikantno višjo DBC v primerjavi z ostalimi. »Ultralink Protein 
A« in »Ultralink Protein A Plus« sta imela bistveno nižjo DBC. »Affi-Gel Protein A«, »Affi-
Prep Protein A«, »Protein A Agarose 4XL«, »Protein A Cellthru 300« in »Protein A 
Toyopearl« pa so imeli ekstremno nizko DBC. V nadaljevanju so testirali samo tiste nosilce, 
ki so imeli dovolj visoko DBC. Afinitetne medije so imobilizirali v kolone z višino 10 cm in 
določili prebojne krivulje. Iz dobljenih krivulj so nato izračunali DBC in prikazali odvisnost 
DBC od linearnega pretoka. Nosilci na osnovi agaroze so imeli višje DBC vzdolž širšega 
območja hitrosti v primerjavi s podatki pridobljenih v začetnih testiranjih, medtem ko so 
ostali materiali kazali na identično učinkovitost. Slednji nosilci so imeli višje DBC pri pretoku 
višjem od 300 cm/h. To pomeni, da je potrebno previdno prilagoditi načrt separacije na 
industrijskem nivoju glede na zadrževalni čas. Dolžina kolone ali pretok sta lahko različna. 
Pri t<3 minute je imel »Poros 50 A« višjo DBC, pri t>3 minute pa je imel višjo »rPrA 
Sepharose FF«. Zadrževalne čase so izračunali iz eksperimentov pri različnih višinah kolon in 
pretokih. Pri zadrževalnih časih od 3 do 5 minut imata »MabSelect« in »rPrA Sepharose FF« 
višjo DBC od ostalih nosilcev. To lahko pojasnimo z visokim ravnotežjem vezavne kapacitete 
in majhno disociacijsko konstanto ter z večjim premerom delcev zaradi katerih je potreben 
daljši zadrževalni čas za masni pretok. Za prenos na večjo skalo je potrebno upoštevati DBC 
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Spremembe v regulatornih organih se danes bolj kot na proizvodni proces osredotočajo na 
dobro karakterizacijo biofarmacevtskih učinkovin. Končni protein (v mojem primeru 
monoklonsko protitelo) mora imeti natančno definirano čistoto, učinkovitost, učinek, 
stabilnost ter farmakokinetske, farmakodinamske, toksikološke in imunogenske lastnosti. 
Poleg analiziranja za kontaminante kot so nukleinske kisline, virusi, pirogeni, ostanki 
proteinov gostiteljske celice, medij celične kulture, ostanki iz separacijskih medijev, 
nespecifične nečistote, bo potrebna analiza prisotnosti različnih izoform, ki izvirajo iz post-
translacijskih modifikacij (glikozilacija, sulfacija, oksidacija, nepravilno zvijanje, agregacija, 
neporavnanost disulfidnih mostičkov). Afinitetna kromatografija predstavlja prvi korak v 
industrijskem čiščenju molekul protiteles, ki že zagotavlja precej visoko stopnjo čistote. Za 
pocenitve stroškov proizvodnega procesa ter posledično bioloških zdravil je pomembna 
optimizacija afinitetnega kromatografskega procesa. En od pomembnih vidikov optimizacije 
je razvoj afinitetnih ligandov, ki temelji na znanju iz različnih disciplin. Ključnega pomena za 
načrtovanje umetnih afinitetnih ligandov so študije interakcije med proteini, selekcijske 
tehnike ter računalniško modeliranje organskih spojin, na podlagi katerih lahko pridobimo 
ligande, ki ustrezajo specifičnim lastnostim. Kljub široki uporabi afinitetnih nosilcev na 
osnovi proteina A, so v ravzoju številni alternativni ligandi z izboljšanimi fizikalnokemijskimi 
lastnostmi. Pri tem se je potrebno zavedati, da je farmacevtska industrija zaradi regulatornih 
zahtev zelo konzervativna, kar pomeni da relativno počasi uvaja novosti. Glede na trend 
raziskav in  investiranja v razvoj procesov čiščenja lahko v prihodnosti pričakujemo upad 
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